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I. RESUMEN 

 

Antecedentes. La pérdida de la regulación de la expresión génica es una 

característica fundamental del cáncer, las modificaciones epigenéticas alteran la 

expresión genética y en consecuencia desempeñan un papel importante en la 

carcinogénesis. La integración del ADN viral en infecciones persistentes con tipos 

oncogénicos del Virus de Papiloma Humano (VPH) está asociada con la progresión 

de las lesiones precursoras a cáncer cérvicouterino (CaCU). La metilación en la 

región promotora del ADN del VPH se asocia con la inactivación transcripcional y la 

regulación de su expresión génica.  

Objetivo. Determinar el patrón de metilación de la Región Larga de Control (LCR) en 

el ADN de VPH 16 integrado al genoma celular. 

Material y métodos. Se analizaron cinco muestras de pacientes con CaCU y cuatro 

muestras con citología  normal con ADN de VPH 16 integrado al genoma celular. La 

detección del VPH se realizó utilizando iniciadores para MY09/11 o GP5+/6+ y la 

tipificación se hizo mediante RFLPs o secuenciación. El estado físico viral se 

determinó por presencia o ausencia de un fragmento de 1027 pb para el gen E2, el 

cual se elimina durante la integración viral. Los sitios CpG metilados se detectaron 

por modificación del ADN con bisulfito de sodio, amplificación de las regiones virales: 

L1-5’LCR (distal), central (enhancer) y 3’LCR (promotor), clonación en TOPO TA y 

secuenciación. 

Resultados. Los resultados indican que la metilación fue más frecuente en el 

promotor de la LCR en citologías normales y en la porción distal de la LCR en CaCU. 

El enhancer no está metilado en CaCU y en citología normal. 

Conclusión. La integración del genoma viral en citología normal y CaCU no indujo 

una metilación homogénea en la LCR de VPH 16. 

 

Palabras clave: Metilación del ADN, Región Larga de Control (LCR), VPH 16 
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II. ABSTRACT 

 

Background. Loss of gene expression regulation is a key characteristic of cancer; 

epigenetic modifications alter gene expression and thus play an important role in 

carcinogenesis. Integration of viral DNA in persistent infections with oncogenic types 

of Human Papillomavirus (HPV) is associated with progression of precursors lesions 

to invasive uterine cervix cancer. The methylation in the promoter region of HPV DNA 

is associated with transcriptional inactivation and gene expression regulation. 

Objective. To determine the methylation pattern in the Long Control Region (LCR) of 

HPV 16 integrated into the chromosomal DNA. 

Materials and methods. We analyzed five samples from patients with uterine cervix 

cancer and four samples with normal cytology with integrated HPV 16 DNA into the 

chromosomal DNA. HPV detection was performed with MY09/11 or GP5+/ 6+ primers 

and typing with sequencing of PCR products or RFLPs. The viral physical estate was 

determined by the presence or absence of a fragment of 1027 bp from the E2 gene 

that is deleted during the viral integration. Methylated CpG sites were detected by 

modifying DNA with sodium bisulfite, amplification of the viral regions: L1-5'LCR 

(distal), central (enhancer) and 3'LCR (promoter), cloning with TOPO TA and 

sequencing. 

Results. The results indicate the promoter region of the LCR is more frequently 

methylated in normal cytology and in the distal region in cancer. The enhancer is 

neither methylated in cancer and normal cytology. 

Conclusion. Integration of the viral genome in normal cytology and cancer seems not 

to induce a homogeneous methylation of the LCR of HPV 16. 

 

Keywords: DNA methylation, Long Control Region (LCR), HPV 16 
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III. INTRODUCCIÓN 

 

La infección persistente con Virus de Papiloma Humano (VPH) de alto riesgo, 

tales como VPH 16 y 18, son un factor de importancia en la etiología de los cánceres 

anogenitales, específicamente en CaCU. Esta noción está basada en evidencias 

epidemiológicas que identifican un riesgo relativamente alto de progresión a cáncer 

asociada con la infección de VPHs de alto riesgo. 

Con alrededor de 500,000 nuevos casos y 273,000 muertes cada año, el 

cáncer cérvicouterino contribuye significativamente a nivel mundial a la morbilidad y 

mortalidad relacionada a cáncer1,2. Estudios han mostrado que las lesiones 

escamosas intraepiteliales de bajo grado (LEIBG) y las lesiones escamosas 

intraepiteliales de alto grado (LEIAG) presentan diferentes características genéticas y 

virales, que bajo ciertas circunstancias  progresan a lesiones más severas y a 

CaCU3,4. La mayoría de las lesiones asociadas a VPH regresan espontáneamente, 

indicando que alteraciones genómicas adicionales son necesarias para la progresión 

a cáncer4-7. 

Se ha sugerido que la integración de VPH 16 al genoma de la célula huésped 

es un paso asociado con la progresión neoplásica8. Estudios in vitro con líneas 

celulares han demostrado que las células del epitelio cérvicouterino con VPH 16 

integrado poseen una ventaja selectiva de crecimiento comparada con aquellas 

células que mantienen genomas de VPH 16 como episomas9-11. En general, la 

frecuencia de la integración viral de VPH 16 incrementa de forma paralela con la 

evolución de las lesiones cervicales3,12. Estudios han sugerido que la integración viral 

puede representar un riesgo de progresión a tumor, ya que este fenómeno ocurre 

muy frecuentemente en la región E2, la cual da lugar a la expresión descontrolada de 

E6 y E7, aunque en otros casos la integración puede darse en la región E13,13,14. 

Aunado a esto, se ha observado que los mecanismos epigenéticos que influyen en la 

conformación de la cromatina favoreciendo o reprimiendo la expresión de genes, 

pueden jugar un papel principal en la modulación transcripcional de VPH15-18. Uno de 

estos mecanismos que afectan la conformación de la cromatina es la metilación del 

ADN, específicamente la ocurrida en los dinucleótidos Citosina-Guanina (CpG)19-21. 
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Los dinucleótidos CpG metilados (meCpG) son sitios de unión de represores tales 

como MeCP2, que alteran la conformación del nucleosoma a través de su interacción 

con desacetilasas de histonas (HDACs) de manera que no favorecen la 

transcripción20,22-27. 

Evidencias recientes sugieren que los genomas de VPH 16 y 18 se pueden 

metilar pero aparentemente en diferentes patrones y en un contexto patológico 

diferente15,17,28-30. Varios estudios se han enfocado en el patrón de metilación de la 

región larga de control (LCR) de VPH 16, ya que en este segmento se encuentran 

cuatro sitios de unión para la proteína E2 conocidos como E2SB, los cuales son de 

suma importancia para la regulación de la transcripción de los genes virales durante 

su ciclo de vida31-34. El hecho de que E2 se una a sus sitios E2SB bloquea la unión 

de factores de transcripción, específicamente al promotor p97, de esta manera se 

regula la transcripción de E6 y E731.  

La LCR en base a sus funciones se divide en tres segmentos (Figura 1) y 

posee 16 sitios CpG29, el primer segmento es el 5’ o distal, con un contenido 

extraordinariamente alto de A+T (por arriba del 85%), contiene también un elemento 

regulador negativo que actúa para nivelar la estabilidad del ARN mensajero y una 

región de unión a matriz nuclear que reprime la expresión de proteínas; el segmento 

central o enhancer parece funcionar como un aumentador transcripcional epitelio 

específico, por último, el segmento 3’ o promotor contiene el origen de replicación y 

el promotor de E6 y E7, denominado p9713,33,35-37.  

Se ha mostrado que múltiples factores de transcripción celular se unen in vitro 

a más de 20 sitios dentro de la LCR (Figura 1), tales como AP-1, NF-1, Oct-1, TFIID, 

Sp1, MSPF, GR y TEF-1 que modulan positivamente la transcripción35,36,38-41, 

además de YY1 y E2 que la modulan negativamente12,22,42-44. Los hallazgos de 

metilación en esta región indican que la LCR se encuentra metilada en especímenes 

con citología normal, que la metilación disminuye en LEIBG y se observa una 

hipermetilación en LEIAG y CaCU, estos hallazgos parecen indicar que los diferentes 

estados de metilación en los diferentes grados de lesión están dados por el estado 

físico del virus3,15,17,29,30,34,45, ya que según la historia evolutiva de las lesiones en las 

infecciones iníciales del epitelio cérvicouterino y en las LEIBG el genoma viral se 
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encuentra en estado episomal y el hecho de que los genomas virales se integren al 

genoma celular es lo que propicia a una evolución más rápida de una LEIAG a 

CaCU7,9,11,13,29. Sin embargo, en estos estudios donde se determinó el patrón de 

metilación de la LCR no se logró comprobar el estado físico viral.  

Kim et al., formularon una hipótesis al respecto, en donde indicaron que la 

metilación de CpGs representa en el genoma de los vertebrados un mecanismo de 

defensa contra ADN foráneo30. Entonces, pareciera que el VPH tiende a utilizar esta 

maquinaria para regular su transcripción cuando éste se encuentra en estado 

episomal, y que esta situación cambia cuando ocurre el “suicidio” de su ciclo de vida 

en la integración.  

 

 

Figura 1. Mapa genómico del VPH 16. En la parte inferior se ilustra el genoma viral que está dividido 
en tres regiones de mando: la región temprana E (en azul), la región tardía L (en rojo) y una región 
larga de control no codificante (LCR en púrpura)

46
. En la parte superior se ilustra la LCR, los factores 

de transcripción que se unen a esta región y la ubicación de 19 sitios CpG (líneas verticales 
rojas)

32,35,38
. 
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No obstante, no se conoce el patrón de metilación de la LCR del ADN de VPH 

16 que está integrado al genoma celular de especímenes con citología normal, 

lesiones precursoras y CaCU. Por tanto el objetivo de este trabajo fue determinar el 

patrón de metilación de la LCR en el ADN de VPH 16 integrado al genoma celular en 

especímenes con citología normal y CaCU. Estos resultados permitirán saber si la 

metilación juega un papel importante en la carcinogénesis y si éste patrón de 

metilación es homogéneo en CaCU como en citología normal y compararlo con los 

patrones de metilación anteriormente reportados. 
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IV. MATERIAL Y MÉTODOS 

 

IV.1 Material genético de biopsias de CaCU y citología normal 

Del Banco de ADN del Laboratorio de Biomedicina Molecular de la Unidad 

Académica de Ciencias Químico Biológicas de la Universidad Autónoma de 

Guerrero, se seleccionaron 5 muestras de cáncer cérvicouterino y 4 con citología 

normal con VPH 16 integrado al genoma celular. Las características de la población 

seleccionada se muestran en el cuadro 1. La presencia de VPH 16 fue determinada 

por MY09/11-RFLPs o GP5+/6+ y secuenciación. La integración de VPH fue 

comprobada por la no detección de un producto de 1027 pb para el gen E2 utilizando 

los oligonucleótidos E2I/II47.  

 

Cuadro 1. Características de las muestras de cáncer cérvicouterino y citología normal 

 MUESTRAS DE CaCU MUESTRAS DE CITOLOGÍA NORMAL 

 CC06 CC36 CC41 CC45 CC76 CC65 CQ122 CQ1476 TH384 

Tipo viral 16 16 16 16 16 16 16 16 16 

Estado físico INT INT INT INT INT INT INT INT INT 

Variante  E-G185G E-350G AA-a E-350G AA-a - - - - 

Edad de la paciente (años) 73 50 63 44 82 53 37 49 20 

Menarca (años) 14 15 15 12 15 13 15 13 15 

Edad de inicio de menopausia 
(años) 

40 49 46 43 50 51 S/E 48 S/E 

Edad de inicio de vida sexual 
(años) 

13 18 24 14 22 17 28 18 18 

Número de compañeros 
sexuales 

12 1 - 3 1 - - - - 

Gestas 10 9 12 5 7 10 2 3 1 

Diagnostico histopatológico CaCE CaCE CaCE CaCE ACa - - - - 

Clasificación FIGO IV A I B III B I B III A - - - - 

(INT) Integrado; (-) No se tiene el dato; (S/E) Sin etapa; (CaCE) Carcinoma celular escamoso; (ACa) Adenocarcinoma 

 

IV.2 Líneas celulares 

Se utilizaron las líneas celulares SiHa y CaSki que fueron proporcionadas en 

el Laboratorio de Virus y Cáncer de la Unidad de Investigación Biomédica en Cáncer 

de la UNAM con sede en el Instituto Nacional de Cancerología. La extracción del 

ADN de las líneas celulares se realizó con el kit de extracción de ADN de QIAGEN. 

SiHa y CaSki son líneas celulares de CaCU. En SiHa, hay de una a dos copias 

del genoma de VPH 16 que están integradas en E2 (ruptura en las posiciones 3132 y 
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3384), con una pérdida de 251 nucleótidos de la secuencia viral y 7.8 kb de ADN 

celular flanqueando al sitio de recombinación48,49. Las células CaSki contienen 500 

copias de ADN de VPH 16 integrado en numerosos loci, la mayoría está 

transcripcionalmente silenciado, posiblemente debido a un mecanismo de represión 

epigenética48-50.  

 

IV.3 Plásmido psVPH-16 

El plásmido psVPH-16 (proporcionado en el Laboratorio de Virus y Cáncer) se 

utilizó como control negativo de metilación del ADN del VPH. Se transformaron 

células competentes de Escherichia coli DH5α y el ADN plasmídico se extrajo a 

través de la técnica de Minipreps por lisis alcalina51. Se comprobó la integridad de la 

región LCR de VPH 16 por restricción con la enzima PstI. El plásmido fue linearizado 

con la enzima SalI y se purificó utilizando el kit de purificación de ADN de Promega. 

 

IV.4 Modificación del ADN viral y genómico con bisulfito de sodio 

Se comprobó la integridad del ADN realizando una PCR para el gen de la β-

globina. Se sometieron a modificación 60 ng del plásmido psVPH-16 y 1000 ng del 

ADN de muestras clínicas y de las líneas celulares SiHa y CaSki utilizando el kit para 

metilación del ADN EZ de Zymo Research.  

 

IV.5 Amplificación de los segmentos 5´, central y 3’ de la LCR de VPH 16 

modificado con bisulfito de sodio 

 Al ADN modificado se le realizó una PCR para los segmentos 5’, central y 3’ 

de la LCR de VPH 16 con los iniciadores reportados por Kalantari15, los cuales fueron 

diseñados teniendo en cuenta que el bisulfito además de modificar el ADN no 

metilado produce rupturas en el ADN, por tanto, resulta imposible amplificar con 

mucha eficiencia por PCR extensas regiones de ADN que excedan algunos cientos 

de pares de bases. Debido a esta limitante, el diseño de los oligonucleótidos se 

fraccionó para amplificar los tres segmentos de la LCR.  

El segmento 5’ o distal de la LCR se amplificó con los iniciadores: 16msp3F 

(posiciones 7050 a 7079; AAGTAGGATTGAAGGTTAAATTAAAATTTA) y 16msp3R 
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(posiciones 7562 a 7591; AACAAACAATACAAATCAAAAAAACAAAAA) 

obteniéndose un producto de 542 pb; para el segmento central o potenciador 

(enhancer) de la LCR se utilizaron los iniciadores: 16msp4F (posiciones 7467 a 7494; 

TATGTTTTTTGGTATAAAATGTGTTTTT) y 16msp7R  (posiciones 7705 a 7734; 

TAAATTAATTAAAACAAACCAAAAATATAT) obteniéndose un producto de 268 pb; y 

para amplificar el segmento 3’ o promotor de la LCR se utilizaron los iniciadores: 

16msp5F (posiciones 7750 a 7779; TAAGGTTTAAATTTTTAAGGTTAATTAAAT) y 

16msp8R (posiciones 86 a 115; ATCCTAAAACATTACAATTCTCTTTTAATA) 

obteniéndose un producto de 272 pb15. La PCR se llevó a cabo en un volumen de 25 

μL que contiene 0.2 mM de dNTPs, 10 pmol de iniciadores, 1 mM de MgCl2 y 1 U de 

AmpliTaq Gold (Perkin-Elmer). La PCR se inició a 94° C por 9 minutos, seguida por 

una amplificación de 44 ciclos (desnaturalización a 94° C por 30 segundos, 

alineamiento a 53° C por 30 segundos y una extensión a 68° C por 45 segundos) con 

una extensión final a 68° C por 7 min. Se verificó la presencia de producto por 

electroforesis en gel de agarosa al 2%. 

 

IV.6 Clonación de los productos amplificados 

Los productos de PCR se clonaron utilizando el kit comercial de clonación 

para secuenciación TOPO TA de Invitrogen, el cual contiene el vector linearizado con 

extremos cohesivos en el cual sobresale un aditamento de poli-T unidos 

covalentemente a una topoisomerasa que cataliza la reacción de ligación del 

producto de PCR en forma eficiente y rápida al vector debido a que éste contiene 

extremos poliadenilados. 

La reacción de clonación se realizó como sigue: en un tubo se colocaron 2 μL 

de agua estéril, 1 μL de salt, 1 μL del Vector TOPO, 2 μL de producto de PCR fresco 

(el producto de PCR puede ser viable hasta 7 días almacenado a -20° C), la reacción 

se dejó incubando 30 minutos a temperatura ambiente y se agregó en un tubo 

eppendorf que contenía 25 μL de células competentes DH5α, la mezcla se incubó 30 

minutos en hielo, se dio un choque térmico a 42° C por 40 segundos y se volvió a 

incubar en hielo por 2 minutos. Se adicionaron 100 μL de medio SOC a temperatura 

ambiente y se incubó en un agitador a 37° C a 275 rpm por 60 minutos. Después de 
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la incubación se plaquearon 90 μL del cultivo en cajas Petri con medio LB con 

kanamicina (50 μg/mL) y se incubaron por 18 horas a 37° C. 

 

IV.7 Selección de clonas por PCR para secuenciación 

Con el fin de obtener datos representativos de la frecuencia de metilación de 

los sitios CpG de la LCR, se seleccionaron  colonias de forma aleatoria para la PCR, 

la cual se llevó a cabo en un volumen de 25 μL que contiene 0.2 mM de dNTPs, 10 

pmol de los iniciadores M13F/R, 1 mM de MgCl2 y 1 U de polimerasa Promega. La 

PCR se inició a 94° C por 7 minutos, seguida por una amplificación de 30 ciclos 

(desnaturalización a 94° C por 30 segundos, alineamiento a 60° C por 30 segundos y 

una extensión a 72° C por 1 minuto) con una extensión final a 72° C por 7 min. Se 

verificó la presencia de producto por electroforesis en gel de agarosa al 2%.  

Una vez comprobado que se obtuvo un producto de PCR de acuerdo al peso 

esperado se escogieron solo 10 clonas para cada segmento amplificado, los cuales 

fueron purificados usando SAP (Shrimp Alkaline Phosphatase) y ExoI (Exonuclease 

I) de la compañía USB. En un tubo se agregó 9.5 μL del producto de PCR de colonia, 

1 μL del buffer 10X SAP, 1 μL de SAP y 0.5 μL de ExoI. La mezcla de reacción se 

incubó por 1 hora a 37° C, posteriormente se inactivó la enzima a 72° C por 30 

minutos y enseguida se guardó el producto de PCR purificado a 4° C52. 

 

IV.8 Secuenciación de los amplicones obtenidos de la LCR de VPH 16 

Los productos purificados se sometieron a reacción de secuenciación con el 

kit comercial ABI Prism Big Dye terminator cycle sequencing v3.1. La reacción 

consistió en 2 μL del buffer de reacción 5X, 2 μL del oligonucleótido M13F a 5 

pMol/μL, 1.5 μL de Big Dye terminator, 2 μL de agua estéril y 2.5 μL de producto 

amplificado y purificado con Exo-SAP. La reacción se sometió a un paso de 

desnaturalización inicial de 94° C por 3 minutos, seguido de 24 ciclos de 96° C por 30 

segundos, 50° C por 15 segundos y 60° C por 4 minutos. 

Para purificar los productos de PCR de los componentes de la reacción de 

PCR de secuencia, se precipitó en una mezcla que contenía 3 μL de acetato de 

sodio 3M (pH 4.6), 32.5 μL de Etanol desnaturalizado al 95% y 14.5 de agua, se 
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mezcló y agitó en vortex por unos segundos y se dejó precipitar toda la noche en frio 

(a -20° C). La mezcla se centrifugó a 12,000 rpm durante 30 minutos a 4° C, se 

eliminó el sobrenadante, se hizo otro lavado con 250 μL de etanol al 70% y se 

centrifugó por 10 minutos a 13,000 rpm a 4° C, se eliminó el sobrenadante y se secó 

el ADN en una centrífuga de vacío Eppendorf. Por último, el botón de ADN se 

resuspendió en 20 μL de formamida Hi-Di y la reacción de secuencia se analizó en el 

Secuenciador ABI PRISMTM 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). 

 

IV.9 Mapeo de CpGs metilados en la LCR de VPH 16 

Las secuencias y sus respectivos cromatogramas se analizaron con los 

softwares Chromas versión 2.31 y Lasergene versión 7.0. La secuencia de referencia 

utilizada fue la de VPH-16R de 7906 pb publicada en Los Álamos National 

Laboratory46, en donde se convirtieron todas la citosinas a timinas a excepción de los 

sitios CpGs que se consideraron como metilados (meCpGs), por comparación de 

secuencia es como se detectaron los sitios CpGs. 

 

IV.10 Análisis estadístico 

Se determinaron frecuencias relativas de metilación para cada sitio CpG, para 

los segmentos 5’, central y 3’ de la LCR tanto en las muestras de CaCU como en las 

muestras con citología normal. 
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V. RESULTADOS 

 

V.1 Patrón de metilación de la LCR de VPH 16 en el plásmido y líneas celulares. 

Se incluyeron controles negativos y positivos de metilación de la LCR. El 

plásmido psVPH-16 que fue producido en células competentes de E. coli DH5α no 

posee CpGs metiladas (meCpG), por lo que se utilizó como control para probar la 

eficiencia de modificación del ADN con bisulfito de sodio y como control negativo de 

metilación, ya que las células de mamíferos poseen esta maquinaria de metilación y 

no las bacterias20,21,53. Se incluyó también como control negativo de metilación a la 

línea celular SiHa, de la cual Badal et al. reportaron que está desmetilada en el 

enhancer y promotor29. Por otro lado, CaSki fue incluida como control positivo de 

metilación, ya que según los reportes, el enhancer y promotor están 

hipermetilados15,29. 

Para el plásmido psVPH-16 y las líneas celulares SiHa y CaSki se determinó 

el patrón de metilación de un total de 95 sitios CpGs que se localizan en una porción 

de la región L1 (nucleótidos 7050-7156) y la LCR de VPH 16 (nucleótidos 7150-115). 

En psVPH-16 se observó que ningún sitio CpG está metilado (cuadro 2), indicando 

que la modificación con bisulfito fue eficiente ya que la presencia de un meCpG 

indicaría que no fueron correctamente desaminadas todas las citosinas no metiladas. 

En el cuadro 2 se muestra que SiHa está desmetilada en la porción distal, en 

el enhancer y promotor de la LCR, mientras que la región estudiada de L1 está 

metilada. CaSki, por otro lado, está hipermetilada en la LCR, con un  patrón de 

metilación heterogéneo en las posiciones 7091, 7136, 7145, 7535, 7554 y 7862, sin 

embargo, se observa que los sitios 7428, 7434, 7455, 7461, 7683, 7695, 31, 37, 43, 

52 y 58 están siempre metilados, en cambio el sitio CpG 7270 no está metilado. 

En la figura 2a se muestra un cromatograma en el que se hace una 

comparación entre la secuencia consenso del GenBank46 y la secuencia de ADN que 

fue modificado con bisulfito. En la figura 2b se muestra como se realizó el 

alineamiento de secuencias en el software Lasergene v7.0. 
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 Cuadro 2. Patrón de metilación de la LCR de VPH 16 en plásmido y líneas celulares 

 L1  LCR 5’ (DISTAL)  
LCR CENTRAL 
(ENHANCER) 

 LCR 3’  (PROMOTOR) 

 7091 7136 7145 
1 

7270 7428 7434 7455 7461 
1 

7535 7554 7677 7683 7695 
1 

7862 31 37 43 52 58 

CpG CpG CpG CpG  CpG CpG CpG CpG CpG  CpG CpG CpG CpG CpG  CpG CpG CpG CpG CpG CpG 

psVPH-16       
                       

                      

                      

                      

                      

SiHa       
                       

                      

                      

                      

                      

CaSki       
                       

                      

                      

                      

                      

NOTA: Un cuadro negro indica un CpG metilado, un cuadro blanco indica que no está metilado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

V.2 Patrón de metilación de la LCR de VPH 16 en CaCU y citología normal 

Se analizaron un total de 1470 sitios CpG para la porción de la región L1 y la 

LCR de VPH 16 (950 sitios CpG para CaCU y 520 sitios CpG para citología normal). 

En el cuadro 3 se ilustra el patrón de metilación en las muestras de CaCU, se indican 

las variantes de VPH 16 y la clasificación del tumor en base a la FIGO. Se observa 

a) 

 

b) 

 

Figura 2. Análisis de secuencias para el segmento 3’ de la LCR de VPH 16. a) Se observa un 
cromatograma donde se ubican en un cuadro los seis sitios CpG, con una flecha se señalan las 
citosinas que se convirtieron a timinas. b) En la imagen se observa el alineamiento de las secuencias 
para el segmento 3’ o promotor de la LCR del plásmido psVPH-16 y las líneas celulares SiHa y CaSki, 
utilizando el software Lasergene v7.0, el cual marca con un cuadro rojo la homología de 100% y con 
un cuadro negro una homología de 0%, la ubicación de los sitios CpG se observa en  un cuadro 
púrpura. Un CpG metilado se observa como CG, un CpG no metilado se observa como  TG. 
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una mayor metilación en la porción distal de la LCR y en L1; el enhancer y el 

promotor están hipometilados, sin embargo, es notorio que la biopsia CC41 está más 

metilada que CC76, ambas con la misma variante viral pero estadio de carcinoma 

diferente; mientras tanto, la biopsia CC36 y CC45 tienen el mismo estadio de 

carcinoma, la misma variante viral y presentan un patrón de metilación un tanto 

similar, aunque cabe señalar que el origen tumoral es diferente, CC36 es un 

carcinoma celular escamoso (CaCE) y CC45 es un adenocarcinoma (ACa). 

 

 Cuadro 3. Patrón de metilación de la LCR de VPH 16 en muestras de cáncer cérvicouterino 

 L1  LCR 5’ (DISTAL)  
LCR CENTRAL 
(ENHANCER) 

 LCR 3’  (PROMOTOR) 

 7091 7136 7145 
1 

7270 7428 7434 7455 7461 
1 

7535 7554 7677 7683 7695 
1 

7862 31 37 43 52 58 

CpG CpG CpG CpG  CpG CpG CpG CpG CpG  CpG CpG CpG CpG CpG  CpG CpG CpG CpG CpG CpG 

CC06
†
;  E-G185G

‡
       

 
 
IV A* 

                      

                      

                      

                      

                      

                      

                      

                      

                      

                      

CC36
†
; E-350G

‡
       

 

 
I B* 

                      

                      

                      

                      

                      

                      

                      

                      

                      

                      

CC41
†
; AA-a

‡
       

 
 
III B* 

                      

                      

                      

                      

                      

                      

                      

                      

                      

                      

CC45
†
;  E-350G

‡
       

 
 
I B* 

                      

                      

                      

                      

                      

                      

                      

                      

                      

                      

CC76
†
:  AA-a

‡
       

 
 
III A* 

                      

                      

                      

                      

                      

                      

                      

                      

                      

                      

† Clave de la muestra; ‡ Variante; *Clasificación del tumor en base a la FIGO 
NOTA: Un cuadro negro indica un CpG metilado, un cuadro blanco indica que no está metilado. 

 

 

En el cuadro 4 se ilustra el patrón de metilación en las muestras de citología 

normal, que debido a la limitante en cuanto a la cantidad de ADN extraído en un 

raspado de células cervicales y al poco número de copias virales que pudieran 

encontrarse en una infección inicial del epitelio cérvicouterino, no contamos con 
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suficiente ADN para tener el patrón de metilación completo para L1 y la porción distal 

de la LCR en todas las muestras, sin embargo, en la que logramos procesar 

observamos que está hipometilada; el enhancer no está metilado en todos los 

especímenes. En cambio, se observa un patrón de metilación característico en los 

sitios 31, 43 y 58, estos sitios metilados se ubican en el sitio de unión para la 

proteína E2 (E2BS) la cual regula la transcripción viral, sin embargo, la metilación de 

estos sitios puede evitar también la unión de factores de transcripción celular.  

 

 Cuadro 4. Patrón de metilación de la LCR de VPH 16 en citología normal 

 L1  LCR 5’ (DISTAL)  
LCR CENTRAL 
(ENHANCER) 

 LCR 3’  (PROMOTOR) 

 7091 7136 7145 
1 

7270 7428 7434 7455 7461 
1 

7535 7554 7677 7683 7695 
1 

7862 31 37 43 52 58 

CpG CpG CpG CpG  CpG CpG CpG CpG CpG  CpG CpG CpG CpG CpG  CpG CpG CpG CpG CpG CpG 

CQ65
†
       

                       

                      

                      

                      

                      

                      

                      

                      

                      

                      

CQ122
†
       

                       

                      

                      

                      

                      

                      

                      

                      

                      

                      

CQ1476
†
       

                       

                      

                      

                      

                      

                      

                      

                      

                      

                      

TH384
†
       

                       

                      

                      

                      

                      

                      

                      

                      

                      

                      

† Clave de la muestra 
NOTA: Un cuadro negro indica un CpG metilado, un cuadro blanco indica que no está metilado. 

 

 

En la figura 3 se muestra la frecuencia relativa de metilación de los 19 sitios 

CpG analizados, la porción L1 está metilada en un 40.7% en CaCU y en un 3.3% en 

citología normal, la porción distal de la LCR está metilada en un 22% en CaCU y en 

un 2% en citología normal; el enhancer está metilado en un 1.2% en CaCU y 0% en 

citología normal, y el promotor está metilado en un 7% en CaCU y un 37.5% en 

citología normal. 
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Figura 3. Frecuencia de metilación de 19 sitios CpG en el genoma de VPH 16. La frecuencia de 
metilación se determinó en el caso de las líneas celulares SiHa y CaSki de cinco clonas diferentes 
para los segmentos L1/distal, enhancer y promotor; para el caso de las muestras de cáncer 
cérvicouterino y citología normal la frecuencia de metilación se determinó de 10 clonas diferentes para 
los segmentos L1/distal, enhancer y promotor de la LCR. 
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VI. DISCUSIÓN 

 

En este trabajo se determinó el patrón de metilación de la LCR (865 pb) y 

parte del gen L1 (107 pb) del ADN de VPH 16 en muestras de CaCU, de citología 

normal, del plásmido que contiene VPH 16 y de las líneas celulares SiHa y CaSki. 

Los resultados obtenidos en las líneas celulares SiHa y CaSki fueron similares 

a lo reportado en el enhancer y promotor de la LCR en estudios previos15,29. Nuestros 

resultados muestran que SiHa está completamente desmetilada en la LCR y metilada 

en L1, por otro lado, CaSki muestra un patrón de metilación heterogéneo en la LCR y 

L1, lo que nos puede sugerir, que estas diferencias en cuanto al patrón de metilación 

pueden deberse al número de copias virales que se integraron al genoma celular, el 

cual es mayor en CaSki (500 copias) que en SiHa (1-2 copias). Por otro lado surge la 

interrogante de cómo se expresan los oncogenes a partir de una LCR metilada en el 

caso de CaSki y de una LCR no metilada en el caso de SiHa. Es conocido que la 

continua expresión de E6 y E7 son necesarias para la progresión maligna y para el 

mantenimiento del fenotipo transformado y que durante el ciclo de vida de VPH 16 la 

unión de E2 a los E2BS impide la unión de factores de transcripción, de esta forma 

se regula la transcripción de las oncoproteínas, sin embargo al interrumpirse el ciclo 

de vida en la integración viral, E2 se pierde, por tanto, se favorece la expresión de las 

oncoproteinas E6 y E731,34. En el caso de SiHa, observamos que la LCR de VPH está 

desmetilada, por tanto la unión de los factores de transcripción AP-1, NF1, Oct-1, 

TFIID, MSPF y Sp1, favorecerán positivamente la expresión de los oncogenes44,54,55, 

en cambio, la LCR de VPH en CaSki está casi totalmente silenciada por metilación, 

sin embargo, la expresión de los oncogenes puede darse a partir de dos vías, la 

primera es que procedan de un loci de integración diferente que no esté metilado29, 

la segunda es debido al factor de transcripción Sp1, el cual tiene un sitio de 

reconocimiento GGCG, que incluye un sitio CpG35. Sp1 tiene la característica de 

unirse a su secuencia blanco esté o no esté metilado el sitio CpG39,56, el sitio de 

unión de Sp1 en la LCR cae justamente en la CpG 38, que como se observa en el 

cuadro 2, está totalmente metilado en CaSki y a pesar de estar silenciado, Sp1 

pudiera estar involucrado en la expresión de los oncogenes. Adicionalmente, en la 
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LCR se encuentra un sitio de unión de activadores o potenciadores denominado 

MSPF (Methylation-Sensitive Papillomavirus Transcription Factor), los cuales se 

ubican entre las posiciones 7550-7556 y 7680-7686, la desmetilación de los sitios 

CpG 7554 y 7683 en el enhancer favorecería la unión de activadores, lo que 

potenciaría aún más la transcripción oncogénica57,58.   

Nosotros observamos que la LCR en las muestras de CaCU está metilada en 

un 9.9% a comparación del 18.6% en citología normal, lo que quiere decir que la 

metilación inducida por la integración del genoma viral en citología normal es mayor 

que en las de CaCU. También observamos que el promotor de la LCR está más 

metilado en citología normal que en CaCU, lo que sugiere que la desmetilación de 

este segmento beneficia la unión de factores de transcripción que favorecen la 

expresión de las oncoproteínas virales E6/E7.  

Se ha reportado que la metilación del genoma del VPH puede ser el resultado 

de un mecanismo de defensa celular en contra de genomas foráneos, el cual se 

induce al momento en que el genoma viral ingresa a la célula y cuando se integra al 

genoma celular15,29,30,57. A partir de estos antecedentes, nos planteamos la hipótesis 

de que si los genomas integrados del VPH son blancos de metilación eficiente, el 

patrón de metilación sería el mismo tanto en CaCU como en citología normal, sin 

embargo, al hacer el análisis de nuestros resultados encontramos patrones de 

metilación diferentes, la metilación fue más frecuente en el promotor de la LCR en 

citología normal y en la porción distal de la LCR en CaCU. La metilación del promotor 

en muestras de citología normal puede ser resultado de un mecanismo de defensa 

celular, como pudiera ser el caso de las muestras CQ65, CQ122 y TH384 (cuadro 4), 

sin embargo, la hipometilación del promotor como se observa en la muestra CQ1476, 

pudiera estar asociada con el inicio de una neoplasia al ser permisible la unión de 

factores de transcripción que favorecen la expresión de los oncogenes E6/E7. En los 

casos de CaCU, la hipometilación del promotor pudiera asociarse con el 

mantenimiento del fenotipo transformante, además es posible que la hipometilación 

de los sitios MSPF en el enhancer y la unión de factores de transcripción en el 

promotor potencien la transcripción de los oncogenes E6/E7. Las muestras CC36 y 

CC45 que provienen de un carcinoma celular escamoso tienen la misma variante 



Análisis de metilación del ADN de VPH 16 integrado al genoma celular 
 
 

17 
 
Pedro Rosendo Chalma 

viral, el mismo estadio de carcinoma y no tienen metilado el enhancer y el promotor, 

esto parece indicar que este estado de metilación puede favorecer a la evolución del 

carcinoma celular escamoso a un estadio más severo, como sería el caso de la 

muestra CC06 que tiene un patrón de metilación similar pero con otra variante. Otro 

dato interesante se observa en las muestra CC41 que proviene de un carcinoma 

celular escamoso y la muestra CC76 que proviene de un adenocarcinoma, ambas 

muestras tienen la misma variante y están en el estadio III según la clasificación 

histopatológica, pero existe una mayor metilación en L1, la porción distal y promotor 

de la LCR en la muestra CC41 a diferencia de la muestra CC76, esto parece indicar 

que la variante AA-a indujo una mayor metilación en epitelio escamoso que en 

epitelio cilíndrico simple. 

El número de muestras con las que se realizó este estudio, permitió obtener 

resultados que aportan una valiosa información ya que logramos determinar el patrón 

de metilación de la LCR de VPH 16 en muestras que tienen el virus integrado, 

disminuyendo las variaciones que pudieran existir en muestras donde el genoma viral 

estuviera en un estado episomal o coexistiera el estado episomal/integrado. El 

estudiar muestras con VPH integrado permitió coadyuvar a demostrar que la 

metilación de la LCR juega un papel muy importante en la regulación de la 

transcripción y la expresión genética del genoma viral. Para entender cómo el virus 

utiliza la maquinaria de metilación para desarrollar un fenotipo maligno cuando éste 

se integra desde la primera infección, sería interesante determinar el patrón de 

metilación de la LCR en lesiones de alto y bajo grado en las que además de 

determinar el estado físico viral por PCR para el gen E2, también se afine la técnica 

con la amplificación de ARN mensajeros para E2. También sería importante 

determinar las variantes y la carga viral que pudiera estar integrada al genoma 

celular y si el sitio de integración de alguna manera favorece o no la metilación de los 

genomas virales, de esta forma se podría considerar si se incluye como un marcador 

de progresión a CaCU. 

En conclusión, la integración del genoma viral en CaCU y citología normal no 

indujo un patrón de metilación homogéneo en la LCR de VPH 16. 
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